

13c. Regolazione dell'espressione genica negli eucarioti 

• Regolazione post-trascnzionale 

• Trasporto mRNA 
•nhRNPemRNP 

• Regolazione espressione genica dei retrovirus 

• Localizzazione degli mRNA 

• Cenni sulla regolazione dello sviluppo 

• Omeodomini e proteine omeotiche 

• Regolazione emivita dell'mRNA 

• Esempi: tubulina, ferrìtina e transferrina 

• Stabilità della coda di poli-A: caseina 

• Deademlazione e P bodies 

• RN A interfere noe 
•iRNAemiRNA 

• Regolazione post-traduzionale 

• Proteolisi: maturazione proteine retrovirus 

• Proteolisi: coagulazione 
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AMOUN T Of SPtOfìC PROTEI PROOUCED 



Problema variabilità Ig contro tutti i possibili diversi agenti infettivi e antigeni 

genoma umano ha circa 20-25 k geni, non può codificare per tutti i possibili 
anticorpi contro tutti i possibili antigeni 

Immunoglobulina ha regione C, costante, e regioni V, variabili 
esiste poi catena leggera e catena pesante 

non esistono geni completi per regioni variabili delle catene pesanti e leggere, 
ma solo dei segmenti 

ad esempio cromosoma 14 ha 11 segmenti genici CH (costante pesante) 

a monte di quete regioni costanti esistono tanti segmenti VH (variabili pesanti), 
in questo caso 86 segmenti VH, e inoltre 30 segmenti DH (diversi) e 9 segmenti J 
(giunzione); le catene leggere non hanno invece segmento D (come in figura) 



durante maturazione linfocita B avvengono riarrangiamenti cromosomici che 
legano uno dei segmenti VH ad uno dei segmenti DH, e ancora al segmento JH e 
infine il gruppo V(D)J si lega ad una regione C; alla fine, ciascun linfocita ha un 
insieme unico e specifico di segmenti, e produce una particolare 
immunoglolbulina o anticorpo 
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HIV retrovirus, responsabile AIDS 

Come tutti i retrovirus, genoma ha 3 geni principali GAG POL 
ENV, e altri geni accessori 

Fusione membrana, retrotrascrizione, integrazione provirus, 
trascrizione, traduzione, assembly e budding 



HIV provirus 



NUClEAR mRNAs 

9kb 
Unsplicod 



4kb 
Singly spliced 



2 kb 
Muitipty spliced 




2 kb Translstion 
NocIfropUfcm CytOfiU&m 



O R«v protein 



Provirus integrato produce RNA virale 



spliced, produce mRNA per REV 



mRNA per rev esce dal nucleo, prodotta proteina REV 



proteina REV entra nel nucleo, e blocca splicing dell'RNA virale 



RNA virale esce, determinando produzione di nuove proteine 
virali, e poi di RNA virale genomico 




Promotori HIV hanno classica TATAbox, siti di legame per fattori 
qualiNF-kBeSPl. 

Nef, Rev e Tat di HIV sono i primi RNA ad essere trascritti e 
tradotti, da RNA iniziale completamente spliced 

Quando si accumula Rev, entra nel nucleo, stabilizza RNA non 
spliced e produce RNA per gag, env e poi 

Rev si lega a sequenza RRE (Rev responsive element) presente 
nei trascritti parzialmente o non spliced 




Nelle LTR di HIV, e anche degli altri retrovirus, esistono 
sequenze promotrici, enhancer e altre sequenze regolatrici 

Si notano siti di legame per NF-kB, per SPI, ed enhancer 

Da notare proteina tat, che si lega a loop nell'RNA virale (TAR) 




Proteina Tat virus HIV stabilizza il complesso che determina la 
f osf orilazione dell'RNA Poi II 

In questo modo la Poi II e' a sua volta stabilizzata, e diventa in 
grado di trascrivere l'RNA del genoma di HIV, che e' molto 
lungo 

TAR su RNA può' essere considerato come RNA enhancer 
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Stabilizza 
complesso dì 
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Proteina Tat virus HIV stabilizza il complesso che determina la 
f osf orilazione dell'RNA Poi II 

In questo modo la Poi II e' a sua volta stabilizzata, e diventa in 
grado di trascrivere l'RNA del genoma di HIV, che e' molto 
lungo 

TAR su RNA può' essere considerato come RNA enhancer 
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Localizzazione mRNA in uovo di drosophila, formazione 
gradiente, conseguente gradiente di proteine regolatrici 




Localizzazione mRNA actina 




Sinistra drosophila normale, destra con zampe al posto delle 
antenne 



Studio mutanti di questo tipo, individuazione geni coinvolti 
nello sviluppo, detti omeotici 
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Localizzazione mRNA in uovo di drosophila, formazione 
gradiente, conseguente gradiente di proteine regolatrici 
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Localizzazione mRNA in uovo di drosophila, formazione 
gradiente, conseguente gradiente di proteine regolatrici 
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Diverse proteine che regolano sviluppo, hanno questo dominio 
di legame al DNA omeobox 



meodomini in Droso 
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studi su mutanti di drosophila con malformazioni fisiche hanno 
permesso di scoprire geni omeotici 

omeotici deriva da omeosi, sistema in cui una parte del corpo si 
sviluppa in modo simile ad un'altra (es. antenna -> zampa) 



questi geni hanno un elemento comune nella regione codificante, 
la sequenza omeobox 

questa sequenza, di circa 180 nt, codifica per un dominio di circa 
60aa, che si lega alla regione 5' dei geni controllati dal prodotto 
di un gene omeotico 



sequenza genica codificante per questa regione, e presente su 
diversi fattori, viene detta omeobox 





omeodomini: domini strutturali con eliche che legano il DNA, 
scoperti in fattori che regolano sviluppo dell'embrione di 
drosophila, codificati da geni detti geni omeotici 

questi omeodomini in seguito sono stati ritrovati anche in 
proteine di organismi diversi 



in genere hanno segmenti ad alfa elica, con motivo helix turn 
helix. 

Riconoscono una sequenza di otto basi, detta ottamero, nella 
regione 5' dei geni sotto il loro controllo 

quindi diversi fattori di controllo hanno dominio strutturale di 
questo tipo 
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mRNA lo calizzato 
Traduzione localizzata 

Proteina corrispondente, diffonde dal sito di sintesi 




uovo inizialmente sincizio, divisioni nuclei in unico citoplasma 

nuclei migrano in superficie formando blastoderma, poi si formano pareti 
fra le cellule 



durante sviluppo dell'uovo, le cellule che lo circondano iniettano 
all'interno di esso degli mRNA; questi RNA vengono legati alla parete 
cellulare 

dopo la fecondazione, man mano che i nuclei si dividono, questi RNA 
vengono rilasciati e formano un gradiente all'interno della cellule 

infine si formano pareti cellulari fra i nuclei, e all'interno di ogni cellula si 
ritrova quantità diversa di questi RNA di origine materna, in funzione 
della posizione di quella particolare cellula lungo l'embrione 



gradienti di fattori di regolazione, una volta trascritti in prodotti proteici, 
danno polarità, decidendo quale sia il davanti, il dietro, il sopra e il sotto. 
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RNA di origine materna, che dopo la fecondazione, si " staccano 7 
ed originano diversi gradienti, con polarità che è funzione della 
loro posizione rispetto all'uovo 




RNA di origine materna, che dopo la fecondazione, si " staccano 
ed originano diversi gradienti, con polarità che è funzione della 
loro posizione rispetto all'uovo 



questi fattori sono codificati da RNA di origine materna, che 
vengono prodotti da cellule nutrici specializzate, che li 
trasferiscono poi all'uovo. URNA per Bicoid per esempio si trova 
nella parte anteriore dell'uovo, e si lega con il suo 3' al 
citoscheletro 

Viene aggiunto poli- A, e bicoid diffonde nell'uovo, formando un 
gradiente, più 7 forte nella regione anteriore 



esistono altri mRNA che formano gradienti analoghi e opposti, 
come hunchback, nanos e caudal. 

Si forma gradiente con alta concentrazione di bicoid e hunckback 
nella regione anteriore, e alta di nanos e caudal nella regione 
posteriore 

gradienti simili governano polarità dorso-ventrale 

questi fattori di trascrizione attivano trascrizione geni gap nei 
nuclei; si formano nuovi gradienti, e segue attivazione geni pair- 
rule, che sono responsabili della segmentazione 




l'embrione è cosi costituito da una serie di strisce in cui sono 
attivi diversi geni pair-rule 

in seguito si attivano geni segment polarity, che definiscono 
localizzazione esatta delle strisce, che saranno poi i segmenti 
delle varie regioni del moscerino 




in ogni segmento alcuni geni selettori specifici per lo sviluppo di 
quella particolare regione del corpo, saranno attivati o repressi in 
funzione della concentrazione dei diversi fattori di trascrizione 



in caso di mutazioni ed errori, si originano degli organismi 
aberranti con malformazioni; classico per esempio 
malformazione antennipeda, nella quale i segmenti della testa 
non producono le antenne, ma delle zampe 



radiente dorso-ventrale 

Dpp forma un gradiente dorso-ventrale 



Alto dpp 



Basso 




Ventrale Strutture neurali 



I 



In maniera simile, si organizzano e differenziano le strutture 
dorsali e ventrali 




geni omeotici fondamentali per lo sviluppo di tutti gli organismi eucariotici 
multicellulari superiori 

gli omeodomini sono organizzati in maniera molto simile in organismi 
anche molto diversi fra loro 

HOXB, nel topo, regola per esempio sviluppo del sistema nervoso 
(metamerico) 

T ordine dei geni omeotici rispecchia l'ordine delle diverse strutture nel cui 
sviluppo sono implicate, nel corpo dell'organismo adulto 

proteine di geni omeotici di una specie sono capaci di regolare geni di altre 
specie; ad esempio proteine di drosophila iniettate in mammifero 

ovviamente, anche se i sistemi sono controllati, l'effetto di una certa 
proteina regolatrice sarà diverso in funzione dell'organismo (NO ali di 
mosca in mammiferi, ad esempio!!!) 

questo dimostra che il sistema si è sviluppato molto precocemente 
nell'evoluzione, e che si è conservato. 

Poiché esiste anche in piante, possibile origine prima della divisione fra i 
due principali regni degli organismi viventi 




Omeobox presenti in organismi complessi, responsabili definizione 
struttura corporea durante sviluppo embrione 

nell'uomo nove omeobox su cromosoma 17, responsabili sviluppo strutture 
del sistema nervoso 

un altro cluster importante per sviluppo degli arti 

esperimenti su drosophila importanti; han permesso scoperta di questi 
geni che controllano sviluppo, e meccanismo analogo anche in altri 
organismi 




controllo combinatorio nello sviluppo 
schema ipotetico: 

ad ogni divisione, la cellula decide quale proteine regolatrice attivare, in funzione 
della sua posizione nell'embrione (per semplicità, destra o sinistra) 

un solo fattore di regolazione (1) permette dopo due sole divisioni, di avere ben 8 
diversi tipi cellulari 

Con sole 25 proteine regolatrici, si arriva a più di 1 Ornila tipi cellulari! 




Morfogeno: ormone, fattore di crescita, di differenziamento, ecc. 



Troppa tubulina lega il propri 
Traduzione Interrotta 
mRNA tubulina degradato 
Livello tubulina si abbassa 



(simile p32 in batteri!) 
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esempio regolazione mediata da tubulina 



normalmente RNA tradotto, sintesi proteina, formazione fibre di 
tubulina 



se troppa, tubulina si lega all'mRNA che la codifica, bloccandone 
quindi la traduzione 



a quel punto, l'RNA può essere degradato, e il livello di tubulina 
si abbassa 



(Regolazione simile a p32 nei batteri) 




esempio controllo negativo della traduzione 

la ferritina è proteina intracellulare che lega il ferro 

transferrina invece consente trasporto del ferro all'interno della 
cellula 

il 5' deirmRNA si lega ad ansa con una proteina che ne reprime 
la traduzione, chiamata ACONITASI 

l'aconitasi quando si lega al ferro, si dissocia dall' mRNA 

in presenza di tanto ferro: 

RNA ferritina viene attivato e tradotto -> proteina lega ferro 

RNA transferrina viene bloccato -> c'e' già abbastanza ferro, non 
è necessario farne entrare dell'altro 

in presenza di poco ferro: 

inibita ferritina, è inutile legare se non ce n'è 

transferrina attivata, perché bisogna farne entrare nella cellula 



'ina e transferrina 




FERRIT1NA: proteina che lega ferro 



Poco ferro: aconitasi (IRE*) si lega in 5' 
Blocco trascrizione 
Non si produce ferritina 



TRANSFERRINA: 

Recettore di membrana, trasporto 
ferro nella cellula 

Poco ferro: aconitasi (IRE*) si lega in 

3 f 

mRNA non viene degradato 
Si produce recettore 
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esempio controllo negativo della traduzione 

la ferritina è proteina intracellulare che lega il ferro 

transferrina invece consente trasporto del ferro all'interno della 
cellula 

il 5' deirmRNA si lega ad ansa con una proteina che ne reprime 
la traduzione, chiamata ACONITASI 

l'aconitasi quando si lega al ferro, si dissocia dall' mRNA 

in presenza di tanto ferro: 

RNA ferritina viene attivato e tradotto -> proteina lega ferro 

RNA transferrina viene bloccato -> c'e' già abbastanza ferro, non 
è necessario farne entrare dell'altro 

in presenza di poco ferro: 

inibita ferritina, è inutile legare se non ce n'è 

transferrina attivata, perché bisogna farne entrare nella cellula 
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The poly(A) tail length of casein mRNA in the lactating 
mammary gland changes depending upon the 
accumulation and removal of milk 
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Controllo della stabilità dell'mRNA: 
Quando il tessuto della ghiandola mammaria 
è stimolato dall'ormone prolattina, la sintesi 
di caseina aumenta di 20 x. 
Sintesi mRNA caseina aumenta solo 1.3-1.4 x. 
Aumento dovuto a maggiore stabilità dell'mRNA 
per la caseina in presenza di prolattina. 
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Controllo stabilità mRNA 



Tessuto ghiandola mammaria stimolato da prolattina, sintesi 
aumenta di almeno 20 volte 

Sintesi mRNA però aumenta di poco (1.3 volte) 

Aumento trascrizione dovuto a maggiore stabilità dell' mRNA 
per la caseina, mediata dalla lunghezza della eoa di poliA 




Se mRNA viene intaccato da endonucleasi, viene poi degradato 
da esonucleasi 




Se mRNA viene intaccato da endonucleasi, viene poi degradato 
da esonucleasi 




ARE: AU Rich Elements 

AUF1: destabilizza mRNA e facilita deadenilazione 

Hu-R: al contrario, lega la stessa sequenza, ma stabilizza mRNA 
ritardando deadenilazione 




Lievito: 

Degradazione dal 5': decapping ed esonucleasi 
Degradazione dal 3?: complesso detto esosoma 



eadenilazione 
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Degradazione mRNA in regioni specifiche, dette P-Bodies 




Sviluppatosi probabilmente come sistema di difesa da virus 
dsRNA e/o di alcuni trasposoni 
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ilenziamento qenico 



II silcnziamcnto genico è stato scoperto da botanici 
cercavano di rendere più intenso il colore dei petali della 
petunia: con grande sorpresa, disattivarono invece dei geni che 
conferivano colore. Senza volere, avevano scoperto uno dei 
meccanismi con cui le cellule cercano di eliminare i genomi 
virali.... 
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siRNA: endogeni ed esogeni. Perfetta complementarietà => 
degradazione 

miRNA: sopratutto endogeni. Presenza di mismatch 
nell'appaiamento => blocco della traduzione 




Pri-miRNA: 
da RNApol II 

Drosha-DGCR8: 
RNAasi Tipo III forma 
pre-miRNA (eira 70 nt) 



DICER: 

RNAasi Tipo III, forma miRNA 
(21-25 nt, dsRNA) 

RISC: RNA-induced silencing complex 
Complesso fra ss-miRNA e mRNA 



RNA precursori siRNA e miRNA hanno struttura ad hairpin e 
loop 

Nel nucleo, precursore Pri-miRNA 



DROSHA, enzima nucleare; "taglia" dsRNA in frammento 
specifico di circa 70 nt. Si forma pre-miRNA 



Nel citoplasma, pre-miRNA tagliato da enzima DICER, in 
dsRNA di 21-25 nucleotidi 



RISC: forma complesso fra single strand miRNA e mRNA target, 
determinando il taglio di quest'ultimo 
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Figura 14.21 Un modrfo i 
plificato i>«*r I RNAi (a) Dica* <in 
giallo) riconoaca e lega l'RNA a 
dop«p»o filamento <in roeeo • Wu|. 
poi taglia l'RNA in aiRNA lun- 
ghi circa 21-23 nt (qui disegnati 
lunghi 10 nt. par eempHcif*), eoo 
I 3* «porgami di 2 nt. La 



aono evidenziate per illustrare 1 3' 
•porgente. (}>)L ettrvrtaebcafttcadi 
Dtcer a ap a ra i due (Uamanti dallo 
•dRMA (c) Uno dai due filamenti 
dallo «RNA fin roeao) ai aaeocia 
con RISC (In arancio) a ai appaia 
al'mRMA baraaglio (ai blu|. (d) N 
filamento deio aiRNA naf com 
pfteeeo RISC aarva da RMA guida 
par indruzare à tagfao aull'mRNA 
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Figura 14.27 Do* putrii vw dry di 
vilenziamento gen*co Attraver- 
so miRNA. (a) Uh miRNA prò 
cursore con struttura stelo- ansa 
è Tagliato da Ocar par darà corti 
roéRNA lungi* circa 21 ni. (b) Sa 
l'appaiamento tra II mlRNA e il 
3' UTR deTmRNA bersaglio non 
è perfetto, come generalmente 
avviane nagl animali, i miRUA 
causa é blocco della traduzione, 
oppure dofl'accumuAc del prodot- 
to proteico deTmRNA <c> (d) Se 
l'appaiamento tra l miRNA e la 
parte centrale del suo mRNA ber- 



come generalmente avviene 
le punte, e qualche volta neg* 
mai. rmRNA e tagkato <e). e 
RNA viene inattivato. 
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Il siRNA è lungo circa 22 basi 



Il dsRNA ha effetti sia generali che specifici 
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Azione antivirale di alcuni miRNA 
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Figura 7.17 La fusione con i li poso mi può essere usata per 
dirigere l'RNAa doppio filamento in una cellula umana. 



Utilizzo terapeutico dei miRNA 




Microarray, per analisi espressione geni in diversi tessuti 

Confronto fra livelli di espressione genica in tessuto A comparato 
a tessuto B 

Verde: geni con livelli di espressione aumentati 
Rosso: livelli di espressioni diminuiti 




Diversi miRNA coinvolti in trasformazione tumorale 



coinvolti in neoplasie 



Tabella 1 MicroRNAs coinvolti in neoplasie umane 



Malattia 


microRNA 


Leucemia linfatica cronica 


Delezioni e ridotta espressione di miRl5 e miR16 (^67%) 


Carcinoma colon-rettale 


Ridotta espressione di mir 143 e mir- 145 


Carcinoma polmonare 


Ridotta espressione di Jet 7, associata a cattiva prognosi 


Linfoma di Burkitt 


Elevata espressione di rmRl55/BIC 
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lodificazione proteine (es. fosforilazione/defosforilazione) 



Maturazione mediante proteolisi (es. HIV-1) 



Regolazione emivita proteine (ubiquitina, proteosoma) 
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a) esempio ormone steroideo: fattore di regolazione inattivo, si 
attiva in seguito a legame con ligando 

b) proteina inattiva, viene fosforilata e diventa attiva 

c) ormone/ chemiochina si lega a recettore, trasduzione del 
segnale, fattore inattivo si attiva (ad esempio mediante 
fosforilazione) 




maturazione e controllo post-traduzionale 

Proteine gag formano il core del virus HIV 

prodotte da un unico precursore, che viene poi tagliato da una 
proteasi che produce le proteine virali finali nella loro forma 
attiva 



gag si associa a membrana cellulare, si lega a due copie RNA 
virale e si ha "gemmazione 7 ' 

dopo il budding, gag viene tagliata dalla proteasi virale e si ha 
maturazione del virione 




ENV 

Precursore, proteina gpl60, trimerica, ma non funzionale 



GplóO viene tagliata in due subunità, 120 e 41, che restano 
associate in maniera non covalente 




esempi di gemmazione (budding) del virus dalla membrana 
della cellula 

esempio di maturazione, con particelle virali mature ed 
immature 




Famiglia reale, Zar Russia 
Principe Alessio, emofiliaco. 




Mutazione fattore Vili 

Cascata proteolitica, amplifica segnale, formazione di trombina e 
di fibrina da precursori 




Simili ad introni. Possono essere considerati come una sorta di 
introni proteici 




regolazione anche a livello longevità delle proteine 

proteine vita lunga: cristallino (intera vita), oppure emoglobina 
(3 mesi, vita eritrocita) 

emivita breve, proteine regolatrici (recettori ormoni steroidei), 
proteine omeotiche, enzimi di riparazione ecc. 

Emivita proteina regolata da sistemi che ne attivano la 
degradazione 

proteine destinate ad essere degradate vengono marcate ad 
estremità N-terminale con ubiquitina 

viene così condotta a corpo multiproteico chiamato proteosoma, 
che la degrada 

ubiquitina molto conservata, praticamente identica in animali, e 
molto simile in organismi distanti come lieviti o piante 




STADIO 

TRASCRIZIONE 
Acessibilità ai geni 
Inizio trascrizione I 

POST-TRASCRIZIONALE 
Maturazione mRN A < 
Emivita mRNA I 
Blocco traduzione i 

POST-TRADUZIONALE 
Modificazioni chimiche 
Proteolisi I 
Emivita proteine I 



Struttura cromatina, acetilazione istoni 
Fattori trascrizionali (attivatori, repressori) 



CAP, poliA, splicing, splicing alternativo 
Ferritina/Transferrina; caseina; tubulina 
miRN A. siRNA 



Trasduzione del segnale 
Proteasi HIV-1 
Ubiquitina, proteosoma 





